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SEQUENCES NDCLEOTIDIQUES CODANT POUR LE RECEPTEUR (33- 
ADRENERG I QUE (RAp3) BOVIN ET LEURS APPLICATIONS - 

La presente invention est relative a des 
sequences nucleotidiques codant pour le recepteur p3- 
5 adrenergique (RAP3) bovin, a 1 ' utilisation desdites 
sequences comme sondes et pour 1' expression de peptides 
et/ou de fragments de ceux-ci ayant une activite de Ra£3 
bovin, au vecteur utile pour ladite expression ainsi 
qu'aux hotes cellulaires contenant ledit vecteur. 
10 La presente invention est egalement relative a 

un procede de criblage de substances, a action agoniste ou 
antagoniste vis-a-vis des peptides d'origine bovine ayant 
une activite de recepteur p3 -adrenergique . 

II est connu que les catecholamines telles que 
15 1' adrenaline et la noradrenaline, les agonistes synthe- 
tiques de ces catecholamines, qui miment leurs fonctions 
biologiques et les antagonistes , qui bloquent ces fonc- 
tions biologiques, exercent leurs effets en se liant a des 
sites de reconnaissance (recepteurs membranaires ) speci- 
2 0 fiques, situes sur les membranes cellulaires. 

Deux classes principales de recepteurs 
adrenergiques ont ete definies, les recepteurs adrener- 
giques a et les recepteurs adrenergiques p. 

Dans 1' ensemble de ces deux classes, on dis- 

2 5 tingue, maintenant, cinq sous -types de recepteurs aux 

catecholamines (al, ct2 , pi, p2 et p3-RA) . Leurs genes ont 
ete recemment isoles et identifies (S. COTECCHIA et al . , 
1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 7159-7163 ; 
B . K . KOBILKA et al . , 1987, Science, 223., 650-656 ; 
30 T. FRIELLE et al . , 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA M, 
7920-7924 ; L.J. EMORINE et al . , 1987, Proc. Natl. Acad. 
Sci., USA, M, 6995-6999 ; L.J. EMORINE et al . , 1989, 
Science, 245 . 1118-1121). L'analyse de ces genes a permis 
de reconnaitre leur appartenance a une famille de recep- 

3 5 te urs mpmhranfli rpq — integraux pr e sent ant — certaines — huniulu- 

gies (R.A.F. DIXON et al . , 1988, Annual Reports in Medi- 
cinal Chemistry, 221-233 ; L.J. EMORINE et al . , 1988, 
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Proc. NATO Adv. Res. Workshop), notamment au niveau de 7 
regions transmembranaires, qui sont couplees a des pro- 
teines regulatrices, appelees proteines G, susceptibles de 
fixer des molecules de guanosine triphosphate (GTP) . 
5 Ces recepteurs membranaires , lorsqu'ils ont 

fixe le ligand approprie (agoniste ou antagoniste) , subis- 
sent un changement de conformation, qui induit un signal 
intracellulaire, qui modifie le comportement de la cellule 
cible . 

10 Dans le cas des recepteurs p-adrenergiques , 

lorsqu'ils se lient avec des agonistes des catecholamines, 
ils catalysent 1 'activation d'une classe de proteines G, 
qui stimule a son tour l'accivite de 1' adenylate cyclase, 
alors que les antagonistes des RA(J agissent en competition 

15 avec les agonistes pour la liaison au recepteur et empe- 
chent 1* activation de 1' adenylate cyclase. 

Lorsque 1' adenylate cyclase est activee, elle 
catalyse la production d'un mediateur intracellulaire ou 
second messager, notamment l'AMP cyclique. 

2 0 Les Inventeurs ont recemment mis en evidence 

de nouveaux recepteurs p-adrenergiques chez 1' Homme, 
denommes RA-Hup3 , et chez la souris (Demande Internatio- 
nale WO 92/12246).. denommes RA-Mup3 , et caracterises par 
des proprietes differentes de celles des recepteurs pi et 

25 p2, notamment en ce qu'ils se comportent de fagon diffe- 
rente vis-a-vis de substances respectivement antagonistes 
et agonistes des recepteurs pi et p2 (Demande Internatio- 
nale WO 90/08775) . 

En particuiier, le recepteur RA-Hup3 est plus 

30 particulierement constitue par une sequence de 408 amino- 
acides et est considere comme comportant sept regions 
transmembranaires hydrophobes separees par des boucles 
hydrophiles intra- et extra-cellulaires et le recepteur 
RA-Mup3 est constitue par une sequence de 400 amino-acides 

35 et comporte egalement 1 regions transmembranaires. 
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Les travaux anterieurs concernant le RA-HuP3 
et le RA-Mup3 ont particulierement montre que le recepteur 
P3 -adrenergique intervient dans les maladies telles que le 
diabete et/oii l'obesite, dans la mesure oil il est exprime 
5 dans des tissus qui jouent un role important dans le meta- 
bolisme (tissus adipeux, muscles squelettiques notamment). 

Poursuivant ses travaux dans cette voie, l'un 
des Inventeurs a cherche a mettre en evidence un tel 
recepteur adrenergique P3 chez les bovins (RA-3oP3), afin 
10 de pouvoir disposer d'un outil de regulation de la quan- 
tite de graisses chez ces animaux, notamment dans un but 
d* amelioration de la qualite de la viande. 

La presente invention a pour objet une 
sequence nucleotidique, caracterisee en ce qu'elle cor- 
15 respond a l'ADNc du gene bovin codant pour le recepteur 
adrenergique P3 bovin. 

Selon un mode de realisation avantageux de 
ladite sequence nucleotidique, elle comprend la sequence 
en nucleotides et la sequence deduite en aminoacides de 
2 0 formule (I) (SEQ ID n' 1) suivante : 

CCCAGGCCAG GG AAATCGCT CCCACGCCCC GATGCCCCCG CCGCTGAGCA GGGTGAGCTG 60 

GGAGACCCTT TCCCTCATTC CTTCCCGCCC CACGCGCGAC GCGGGG ATG GCT CCG 115 

Met Ala Pro 

25 1 



30 



TGG CCT CCT GGG AAC AGC TCT CTG ACC CCG TGG CCA GAT ATC CCC ACC 163 

Trp Pro Pro Gly Asn Ser Ser Leu Thr Pro Trp Pro Asp lie Pro Thr 

5 10 15 

CTG GCA CCC AAT ACT GCC AAC GCG AGT GGG CTG CCA GGG GTG CCC TGG 211 

Leu Ala Pro Asn Thr Ala Asn Ala Ser Gly Leu Pro Gly Val Pro Trp 

20 25 30 35 



3 5 GCG GTG GCG CTG GCG GGG GCG CTG TTG GCG CTA GCG GTG CTG GCC ACC 2 59 

Ala Val Ala Leu Ala Gly Ala Leu Leu Ala Leu Ala Val Leu Ala Thr 
40 45 50 

GTG GGA GGC AAC CTG CTG GTA ATC GTG GCC ATC GCC CGG ACG CCG AG A 3 07 

40 Val Gly Gly Asn Leu Leu Val He Val Ala He Ala Arg Thr Pro Arg 
55 60 65 

CTC CAG ACC ATG ACC AAC GTG TTC GTG ACT TCG CTG GCC ACA GCC GAC 3 55 

Leu Gin Thr Met Thr Asn Val Phe Val Thr Ser Leu Ala Thr Ala Asp 

45 7 0 15 as 
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40 



60 



403 



4 

CTG GTG GTG GGG CTC CTG GTC GTG CCC CCG GGG GCC ACG TTG GCG CTG 
Leu Val Val Gly Leu L u Val Val Pro Pro Gly Ala Thr Leu Ala Leu 
85 90 95 

5 ACC GGC CAC TGG CCC CTG GGC GTC ACC GGT TGC GAG CTG TGG ACC TCA 451 
Thr Gly His Trp Pro Leu Gly Val Thr Gly Cys Glu Leu Trp Thr Ser 
100 105 HO H5 

GTG GAC GTG CTG TGT GTG ACC GCC AGC ATC GAA ACC CTG TGC GCC CTG 499 
10 Val Asp Val Leu Cys Val Thr Ala Ser He Glu Thr Leu Cys Ala Leu 

120 125 130 

GCG GTG GAC CGC TAC CTG GCC GTG ACC AAC CCG CTG CGC TAC GGC GCG 547 
Ala Val Asp Arg Tyr Leu Ala Val Thr Asn Pro Leu Arg Tyr Gly Ala 
15 135 140 145 

CTG GTC ACC AAA CGC CGC GCC CTA GCA GCC GTG GTC CTG GTG TGG GTG 595 
Leu Val Thr Lys Arg Arg Ala Leu Ala Ala Val Val Leu Val Trp Val 
150 155 160 

GTG TCC GCC GCG GTG TCG TTT GCG CCC ATC ATG AGC AAA TGG TGG CGC 643 
Val Ser Ala Ala Val Ser Phe Ala Pro He Met Ser Lys Trp Trp Arg 
165 170 175 



25 ATC GGG GCC GAT GCC GAG GCG CAG CGT TGC CAC TCC AAC CCG CGC TGC 691 
He Gly Ala Asp Ala Glu Ala Gin Arg Cys His Ser Asn Pro Arg Cys 
180 185 190 195 

TGC ACC TTC GCC TCC AAC ATG CCC TAC GCG CTG CTC TCC TCC TCG GTC 739 
3 0 Cys Thr Phe Ala Ser Asn Met Pro Tyr Ala Leu Leu Ser Ser Ser Val 

200 205 210 

TCG TTC TAT CTT CCG CTC CTG GTG ATG CTC TTC GTC TAC GCA CGA GTT 787 
Ser Phe Tyr Leu Pro Leu Leu Val Met Leu Phe Val Tyr Ala Arg Val 

'35 215 220 225 

TTC GTG GTG GCC ACG CGC CAG CTG CGC TTG CTG CGC CGG GAG CTG GGT 83 5 
Phe Val Val Ala Thr Arg Gin Leu Arg Leu Leu Arg Arg Glu Leu Gly 
230 235 240 



CGC TTC CCG CCA GAG GAG TCT CCG CCG GCT CCT TCT CGC TCC GGA TCC 883 
Arg Phe Pro Pro Glu Glu Ser Pro Pro Ala Pro Ser Arg Ser Gly Ser 
245 250 255 



45 CCT GGC CTG GCG GGG CCG TGC GCC TCG CCC GCG GGG GTG CCC TCC TAC 931 
Pro Gly Leu Ala Gly Pro Cys Ala Ser Pro Ala Gly Val Pro Ser Tyr 
260 265 270 275 

GGC CGG CGG CCG GCG CGC CTT CTG CCT CTG CGG GAA CAC CGC GCC CTG 979 
50 Gly Arg Arg Pro Ala Arg Leu Leu Pro Leu Arg Glu His Arg Ala Leu 

280 285 290 

CGC ACC TTG GGG CTC ATC ATG GGA ACC TTC ACT CTC TGC TGG TTG CCT 1027 
Arg Thr Leu Gly Leu lie Met Gly Thr Phe Thr Leu Cys Trp Leu Pro 
55 295 300 305 

TTC TTT GTG GTC AAC GTG GTG CGC GCC CTC GGG GGC CCC TCT CTG GTG 107 5 
Phe Phe Val Val Asn Val Val Arg Ala Leu Gly Gly Pro Ser Leu Val 
310 315 320 



TCC GGC CCC ACT TTC CTC GCC CTT AAC TGG CTG GGC TAT GCC AAC TCT 1123 
Ser Gly Pro Thr Phe Leu Ala Leu Asn Trp Leu Gly Tyr Ala Asn Ser 
325 330 335 
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GCC TTC AAC CCG CTC ATC TAC TGC CGC AGC CCG GAC TTT CGG AGC GCC 1171 
Ala Phe Asn Pro Leu lie Tyr Cys Arg Ser Pro Asp Phe Arg Ser Ala 
340 345 350 355 

5 TTC CGC CGC CTG CTG TGT CGC TGC CGG CCG GAG GAG CAC CTC GCC GCT 1219 
Phe Arg Arg Leu Leu Cys Arg Cys Arg Pro Glu Glu His Leu Ala Ala 
360 365 370 

GCC TCC CCG CCC CGA GCC CCC TCC GGC GCC CCC ACG GCC CTG ACC AGC 1267 
10 Ala Ser Pro Pro Arg Ala Pro Ser Gly Ala Pro Thr Ala Leu Thr Ser 
375 380 385 

CCC GCT GGC CCC ATG CAG CCC CCA GAG CTC GAC GGG GCT TCC TGC GGA 1315 
Pro Ala Gly Pro Met Gin Pro Pro Glu Leu Asp Gly Ala Ser Cys Gly 
15 390 395 400 

CTT TCT TAGGCCTTGA AGAAACAACT CCATTGATCC GGAACCTTTG GAAAGCCTCT 1371 
Leu Ser 
405 

20 

GGCCGGCCTC GGTTCAGAAT GAGCCCCGTG GAGTTTCCCA GCTGG AAAAC TCTGCCCTCC 1431 
CCAGCCTGAC GACTGGGTCC TGGGAGGAGG CGCGGGGGCT GACTGGGGAG GGG AAATCCT 14 91 
2 5 TACCAAGTGG GTTTTCGCfC TCTTTCTGAG AGAAGTTTTC TACACCCCAG CCCTGAACTT 1551 
CACCGCTGCC TCAGCAGCTC CCGCGTCTGG TTTCCCATGC CCAGGTGCCC GGGCAGGAGC 1611 
TGGGCTGCGT TTAGCCCCGG GACCCGCACC TGTCCCACTC GGGTGCTGTG TGCGCAGGGG 1671 
CAAGGCGGGC ACCTTCATTC TGTTCCTTCT GCCGCCCAGA CCCTGAGGAA CCCACCGGGG 1731 
TGCTGGAGGC CCAGGCTGAG AAGAGGAAGG TGGGG AAGGT CACGGTTTGG GCTTCTGTCC 17 91 
CTGGCTTCCT CACTGTAGAC ACACCTACCT CACAGCATTT TCAGGACTTT ACTTTAGCCT 1851 
TTGGGGTGGG GGTGGGGGGG CGCTCCTGGT TTCCTGGGAA GGTGAACCAT TAGAATGGGT 1911 
CCCTTTTCCT TTTGAAATCA AATTAATAAA TGTTACTGAA TGCAGTTTAA AAAAAAAAAA 1971 
AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAA 2000 

(I) 

Dans cette sequence, l'ATG souligne qui se 
trouve en position 107, correspond probablement au codon 
45 d' initiation de la synthase proteique. 

II existe 85 % d'homologie entre les sequences 
nucleotidiques bovine et humaine codant pour le recepteur 
adrenergique (33 et il existe 76 % d'homologie entre les 
sequences nucleotidiques bovine et murine codant pour le 
50 recepteur adrenergique (33. 

Ladite sequence comprend notamment les sites 
de restriction uniques suivants : 

Byull02 I, Fuk I, EcoR V, Beg I , Nhe 1, 

BspM I, Afl III, Age I, BstE II, BspH I, Bsg I, Nsp I, 
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Nsp7524 I, NspC I, Sap I, BamH I, BstY I, Asc I, Sty I, 
Hinc II, Apa I, Bspl20 I, Bbe I, Ehe I, Kas I, Nar I, 
Ecll36 I, Sac I, Stu I, Fse I, Drd I, Tthlll I,- Srf I, 
Bsu3 6 I, Sfc I, BstX I, Ase I, Bsm I, Dra I. 
5 L ' invention a egalement pour objet les frag- 

ments cie ladite sequence, utiles pour 1' expression du 
peptide correspondant et/ou la detection du gene bovin 
codant pour le recepteur adrenergique p3 bovin. 

Parmi lesdits fragments, on peut citer : 
10 - le fragment de 78 paires de bases, qui cor- 

respond aux nucleotides 218-295 de la sequence de for- 
mule I, et qui code pour la region transmembranaire TM1, 

- le fragment de 72 paires de bases, qui cor- 
respond aux nucleotides 332-403 de la sequence de formule 

15 I, et qui code pour la region transmembranaire TM2, 

- le fragment de 66 paires de bases, qui cor- 
respond aux nucleotides 434-499 de la sequence de formule 
I, et qui code pour la region transmembranaire TM3, 

- le fragment de 69 paires de bases, qui cor- 
20 respond aux nucleotides 572-640 de la sequence de formule 

I, et qui code pour la region transmembranaire TM4, 

- le fragment de 72 paires de bases, qui cor- 
respond aux nucleotides 713-784 de la sequence de formule 
I, et qui code pour la region transmembranaire TM5 , 

25 - le fragment de 66 paires de bases, qui cor- 

respond aux nucleotides 983-1048 de la sequence de formule 
I, et qui code pour la region transmembranaire TM6, 

- le fragment de 78 paires de bases, qui cor- 
respond aux nucleotides 1070-1147 de la sequence de for- 

3 0 mule I, et qui code pour la region transmembranaire TM7 . 

La presente invention a egalement pour objet 
des clones. d'ADNc, caracterises en ce qu'ils comprennent 
un fragment de sequence codant pour le recepteur f$3 bovin 
(RA-Bop3) . 

35 Conformement a 1' invention, le clone denomme 

M13-6.6 comprend 2979 paires de bases, inclut la sequence 
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de formule I et comprend les sites de restriction uniques 
suivants : EcoR V, Beg I, Nhe I, BstE II, BspH I, Bsg I, 
Sap I, BamH I, Asc I, Stu I, Fse I, Drd I, Srf I, Sfc I, 
Ase I, Bsm I, Dra I, Bspl407 I, Csp6 I, Rsa I, Ssp I, 
5 Dra III, Bgl II, Afl II, Spe I, Tfi I, Hpa I, Nde I, 
EcoN I, BsaB I, Pvu I. 

La presente invention a egalement pour objet 
des sondes nucleotidiques , caracterisees en ce qu'elles 
sont constitutes par une sequence nucleotidique telle que 
10 definie ci-dessus, ou un f ragmen t • de celle-ci, marquee a 
l'aide d'un marqueur tel qu'un isotope radioactif, une 
enzyme appropriee ou un f luorochrome . 

Lesdites sondes nucleotidiques sont caracteri- 
sees en ce qu'elles s'hybrident avec les sequences 
15 nucleotidiques telles que definies ci-dessus mais ne 
s'hybrident pas avec les genes codant pour les recepteurs 
Pi et P2 adrenergiques , ni avec I'ARN messager desdits 
recepteurs Pi et P2 adrenergiques. 

Selon un mode de realisation avantageux de la- 

2 0 dite sonde, sa sequence est homologue ou complementaire de 

celle d'un segment d'au moins 10 pb de la sequence I. 

Au sens de la presente invention, "sequence 
homologue" englobe non seulement les sequences identiques 
a la sequence I, ou a un fragment de celle-ci, mais ega- 
25 iement celles n'en differant que par la substitution, la 
deletion ou 1' addition d'un petit nombre de nucleotides, a 
condition que les sequences ainsi modifiees aient une spe- 
cif icite d • hybridation equivalente a celle de la sequence 
(I) ou du segment non modifie considere. 

3 0 De meme, on entend par "sequence complemen- 

taire", non seulement les sequences strictement comple- 
mentaires de la sequence (I) ou de ses segments, mais ega- 
lement des sequences modifiees, comme indique prece- 
demment, possedant une specif icite d ' hybridation eauiva- 
3 5 lente a celle desdites sequences strictement complemen- 
taires . 
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Les conditions d" hybridation sont definies 

comme suit : 

Pour les sondes les plus courtes, c'est-a-dire 
d' environ 10 a environ 100 nucleotides, les conditions 
5 d' hybridation appropriees sont les suivantes : 

750 mM de NaCl, 75 mM de Tris-sodium citrate, 50 \ig/ral 
d'ADN de sperme de saumon, 50 mM de phosphate de sodium, 
1 mM de pyrophosphate de sodium, 100 |iM d ' ATP , 10 a 25 % 
de formaniide, 1 % Ficoll ( " PHARMACIA" poids moleculaire 
10 moyen de 400,00), 1 % de polyvinylpyrrolidone, 1 % de se- 
rum albumine bovine, pendant 14 a 16 h a 42'C, 

Pour les sondes les plus longues, c'est-a-dire 
presentant plus d' environ 100 nucleotides, des conditions 
d' hybridation appropriees sont celles indiquees precedem- 
15 ment pour les sondes, les plus courtes, mais dans les- 
quelles le milieu sus-defini contient 40 % de formamide au 
lieu de 10 a 25 % de formamide. 

Selon une -disposition avantageuse de ce mode 
de realisation, ladite sonde peut §tre avantageusement 
20 definie par l'une quelconque des sequences nucleotidiques 
ci-dessus et notamment par le fragment de 2 kbases, qui 
correspond a la totalite de la sequence de formule I. 

La presente invention a egalement pour objet 
un peptide et/ou un fragment de peptide, caracterise en ce 
25 qu'il est code par une sequence nucleotidique telle que 
definie ci-dessus et en ce qu'il presente une activite de 
recepteur p3 -adrenergique. 

Une activite de recepteur p3-adrenergique est 
celle definie dans la Demande de Brevet francpais 
30 n* 89 00918, a savoir que, lorsque le fragment est expose 
a la surface d'une cellule, il est capable de participer a 
1' activation de 1* adenylate cyclase en presence d'un des 
agonistes suivants : BRL 28410, BRL 37344, CGP 12177A, 
(1) -isoproterenol et carazolol ; soit il est susceptible 
3 5 d'§tre reconnu par des anticorps qui ne reconnaissent ni 
le recepteur adrenergique 01, ni le recepteur adrenergique 
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(32 ; soit il est susceptible de generer des anticorps qui 
ne reconnaissent ni le recepteur (3l, ni le recepteur (32. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit 
peptide, il comprend 405 amino-acides et presente la se- 
5 quence en amino-acides de formule II (SEQ ID n' 2) sui- 
vante : 

Met Ala Pro Trp Pro Pro Gly Asn Ser Ser Leu Thr Pro Trp Pro Asp 
15 10 15 

10 He Pro Thr Leu Ala Pro Asn Thr Ala Asn Ala Ser Gly Leu Pro Gly 
20 25 30 

Val Pro Ttd Ala Val Ala Leu Ala Gly Ala Leu Leu Ala Leu Ala Val 
35 -> TM1 40 45 

15 

Leu Ala Thr Val Gly Gly Asn Leu Leu Val lie Val Ala lie Ala Arg 

50 55 60 TM1 <- 

Thr Pro Arg Leu Gin Thr Met Thr Asn Val Phe Val Thr Ser Leu Ala 
2 0 65 70 75 -> TM2 80 

Thr Ala Asp Leu Val Val Gly Leu Leu Val Val Pro Pro Gly Ala Thr 

85 90 95 

2 5 Leu Ala Leu Thr Gly His Trp Pro Leu Gly Val Thr Gly Cys Glu Leu 
TM2 <- 100 105 110 

-> TM3 

Trp Thr Ser Val Asp Val Leu Cys Val Thr Ala Ser lie Glu Thr Leu 

115 120 125 

30 

Cys Ala Leu Ala Val Asp Ara Tvr Leu Ala Val Thr Asn Pro Leu Arg 
130 TM3<— 135 140 

Tyr Gly Ala Leu Val Thr Lvs Ara Ara Ala Leu Ala Ala Val Val Leu 
35 145 150 155 -> TM4 160 

Val Trp Val Val Ser Ala Ala Val Ser Phe Ala Pro lie Met Ser Lys 

165 170 175 

4 0 Trp Trp Arg lie Gly Ala Asp Ala Glu Ala Gin Arg Cys His Ser Asn 
TH4 <r- 180 135 190 

Pro Arg Cvs Cvs Thr Phe Ala Ser Asn Met Pro Tyr Ala Leu Leu Ser 

195 " 200 ->TM5 205 

45 

Ser Ser Val Ser Phe Tyr Leu Pro Leu Leu Val Met Leu Phe Val Tyr 

210 215 220 

Ala Arg Val Phe Val Val Ala Thr Arg Gin Leu Arg Leu Leu Arg Arg 
50 225 TM5«— 230 235 240 

Glu Leu Glv Arg Phe Pro Pro Glu Glu Ser Pro Pro Ala Pro Ser Arg 
245 250 255 

55 Ser Gly Ser Pro Gly Leu Ala Glv Pro Cvs Ala Ser Pro Ala Gly Val 

260 Z£5 22H 



Pro Ser Tyr Gly Arg Arg Pro Ala Arg Leu Leu Pro Leu Arg Glu His 
275 280 285 
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Arg Ala Leu Arg Thr Leu Gly Leu lie Met Gly Thr Phe Thr Leu Cys 
290 ->TM6 295 300 

Tsp Lou Pro Pho Pho Val Val Asa Val Val Arg Ala Leu Gly Gly Pro 
305 . 310 TM6<— 315 320 



10 



Ser Leu Val Ser Gly Pro Thr Phe Leu Ala Leu Asn Trp Leu Gly Tyr 

-+TM7 325 330 335 

Ala Asn Ser Ala Phe Asn Pro Leu lie Tyr Cys Arg Ser Pro Asp Phe 

340 345 TM7<- 350 



Arg Ser Ala Phe Arg Arg Leu Leu Cys Arg Cys Arg Pro Glu Glu His 
15 355 360 365 

Leu Ala Ala Ala Ser Pro Pro Arg Ala Pro Ser Gly Ala Pro Thr Ala 
370 375 380 

20 Leu Thr Ser Pro Ala Glv Pro Met Gin Pro Pro Glu Leu Asp Gly Ala 
385 390 395 400 

Ser Cys Gly Leu Ser 
405 

25 (ID 

Ce peptide est denomme ci-apres recepteur |J3- 

adrenergique bovin (RA-Bop3). 

L' invention comprend egalement les peptides 

variants de ceux definis ci-dessus, qui comportent cer- 
3 0 taines mutations, sans que les peptides ne perdent les 

proprietes de recepteur P3-adrenergique . 

Parmi ces variants, on peut mentionner ceux 

qui sont reconnus par des anticorps reconnaissant les 

regions transmembranaires , ainsi que ceux qui sont recon- 

3 5 nus par des anticorps reconnaissant les regions autres que 

les regions transmembranaires . 

La presente invention a egalement pour objet 
des fragments ou des combinaisons de fragments du RA-BoP3, 
conforme a 1' invention, et notamrnent : 

4 0 - un fragment de 26 amino-acides , correspon- 

dant au segment 38-63 de la formule II et constituant la 
region transmembranaire TM1, 

- un fragment de 24 amino-acides, correspon- 
dant au segment 7 6-99 de la formule II et constituant la 
45 region transmembranaire TM2, 
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- un fragment de 22 amino-acides , correspon- 
dant au segment 110-131 de la formule II et constituant la 
region transmembranaire TM3 , 

- un fragment de 23 amino-acides, correspon- 
5 dant au segment 156-178 de la formule II et constituant la 

region transmembranaire TM4, 

- un fragment de 24 amino-acides, correspon- 
dant au segment 203-226 de la formule II et constituant la 
region transmembranaire TM5, 

10 - un fragment de ZZ amino-acides, correspon- 

dent au segment 293-314 de la formule II et constituant la 
region transmembranaire TM6, 

- un fragment de 2 6 amino-acides, correspon- 
dent au segment 322-347 de la formule II et constituant la 

15 region transmembranaire TM7 . 

Lesdits fragments peuvent avantageusement etre 
obtenus par synthese, notamment par la methode de Merri- 
field. 

La present e invention a egalement pour objet 

20 un vecteur recombinant de clonage et/ou d 1 expression, ca- 
racterise en ce qu'il comprend une sequence nucleotidique 
conforme a 1' invent ion. 

On entend, au sens de la presente invention, 
par vecteur recombinant, aussi bien un plasmide, un cos- 

2 5 mide, qu'un phage. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit 
vecteur, il est constitue par un vecteur recombinant ap- 
proprie, comprenant en particulier une origine de repli- 
cation dans un microorganisme hote approprie, notamment 

30 une bacterie ou une cellule eucaryote, au moins un gene 
dont 1' expression permet la selection soit des bacteries, 
soit des cellules eucaryotes ayant regues ledit vecteur, 
une sequence regulacrice appropriee, notamment un promo- 
teur permettant 1' expression des genes dans lesdites bac- 

35 teries ou cellules eucaryotes, ec dans lequel est inseree 
une sequence nucleotidique ou un fragment de sequence tels 
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que definis ci-dessus, lequel vecteur est un vecteur 
d' expression d'un peptide, d'un fragment de peptide ou 
d'une combinaison de fragments de peptide ay ant une ■ act in- 
vite de recepteur (53 adrenergique bovin. 
5 Selon une disposition avantageuse de ce mode 

de realisation, ledit vecteur est constitue d'un vecteur 
d' expression pRc/CMV dans lequel est insere, au niveau du 
lieur multisite, au moins le fragment codant pour le 
recepteur p3 -adrenergique bovin ; un tel plasmide a ete 

10 denomme pRc/CMV-Bop3-ADR, et a ete depose aupres de la 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) 
tenue par 1 ' INSTITUT PASTEUR, en date du 15 avril 1993 
sous le n* 1-1297 . 

La presente invention a egalement pour objet 

15 une cellule hote appropriee, obtenue par transformation 
genetique, caracterisee en ce qu'elle est transformee par 
un vecteur d' expression conforme a 1' invention. 

Une telle cellule est capable d'exprimer un 
peptide, d'origine bovine, ayant une activite de recepteur 

20 [J3 -adrenergique . 

Selon un mode de realisation avantageux, la 
cellule hote est notamment constitute par les cellules de 
la lignee CHO (Chinese Hamster Ovary) . 

Un autre des microorganismes utilises peut 

25 etre constitue par une bacterie, notamment Escherichia 
coli. 

II n'etait pas evident que les bovins aient 
des recepteurs (33-adrenergiques , dont 1' activation permet, 
de maniere inattendue, de reguler la quant ite et la qua- 

30 lite des graisses, ce qui permet d'ameliorer la qualite de 
la viande bovine. 

De maniere avantageuse, les recepteurs {53- 
adrenergiques bovins conformes a 1' invention constituent 
un outil pour la selection de ligands intervenant dans 

35 1' activation de ces recepteurs et permettent d' identifier 
et de selectionner des ligands p-adrenergiques specifiques 
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des recepteurs p3-adrenergiques et en particulier des 
ligands plus affins et plus selectifs pour le recepteur 
p3 -adrenergique bovin que pour le recepteur p3-adrener- 
gique humain. 

5 Conf ormement a 1' invention, le procede de 

selection et d ' identification de substances capables de se 
comporter comme ligand specif ique vis-a-vis d ' un peptide 
(recepteur P3 -adrenergique bovin) conforme a 1' invention 
comprend : 

10 - la mise en contact de ladite substance avec 

une cellule hote prealablement transformee par un vecteur 
d' expression tel que defini ci-dessus, laquelle cellule 
hote exprime ledit peptide bovin (recepteur adrenergique 
p3 bovin) , le cas echeant apres induction physique ou chi- 

15 mique appropriee, et laquelle mise en contact est realisee 
dans des conditions permettant la formation d ' une liaison 
entre 1 ' un au moins des sites specif iques et ladite sub- 
stance s'il y a lieu, et 

- la detection de la formation eventuelle d'un 

2 0 complexe du type ligand-peptide . 

Un tel procede permet la selection, soit de 
ligands specifiques du recepteur P3 -adrenergique, soit de 
ligands specifiques du recepteur P3 -adrenergique bovin 
exclusivement . 

25 Outre les dispositions qui precedent, 1 1 inven- 

tion comprend encore d'autres dispositions, qui ressorti- 
ront de la description qui va suivre, avec reference aux 
dessins annexes dans lesquels : 

- la figure la represente la carte de restric- 
30 tion du fragment codant de 2 000 pb, qui correspond a la 

formule I ; 

- la figure lb represente la carte de restric- 
tion du clone 6.6 qui contient le gene p3 -adrenergique 
bo vin et comprend 3 kb, en tout ; 

3 5 - la figure 2 est une comparaison des recep- 

teurs p3 humain, murin (souris et rat) et bovin ; 
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- la figure 3 represente une comparaison des 
sequences codantes pour le RA-Hup3 et le RA-p3 bovin ; 

- la figure 4 represente le vecteur d 1 expres- 
sion pRc/CMV-Bop3-ADR ; 

5 - la figure 5 represente le vecceur d' expres- 

sion pRc/CMV incluant un lieur multisite comprenant les 
sites uniques de restriction suivants : Hind III, BstX I, 
Not I, Xba I et Apa I. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces 
10 exemples sont donnes uniquement a titre d ' illustration de 
l'objet de 1' invention, dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 

BXEMPLE 1 : Isolement et identification du gene p3- 
adrenergique bovin. 

15 - Preparation d'ARN : 

Le gene p3-adrenergique bovin a ete isole a 
partir d'une banque d'ADNc de tissu adipeux brun de veau, 
construite dans le bacteriophage Xgtll. 

Pour ce faire, les ARN totaux sont extraits de 

2 0 tissu adipeux brun de veau, par la methode utilisant le 

thiocyanate de guanidinium, puis on purifie les ARN messa- 
gers poly A+ a i'aide de colonnes oligo(dT) (Pharmacia 
ref . : 27-9258-01) . 

Les ARN totaux et les ARN messagers ont ete 
25 analyses en Northern blot pour verifier la presence et la 
taille des messagers du gene recherche. Apres electropho- 
rese, 1 ' ARN a ete transfere sur une membrane de nylon 
chargee positivement (Amersham Hybond® N+ ref. RPN 203B) . 
Cette membrane est ensuite hybridee avec une sonde radio- 

3 0 marquee ( radiomarquage voir criblage des phages recombi- 

nants, ci-apres), constitute par un fragment d'ADN de 
2900 paires de bases contenant la totalite du gene p3- 
adrenergique murin precedemment isole dans le laboratoire 
(NAHMIAS et al . , 1991, EMBO J., 2&, 3721-3727 ; Demande 
35 Internationale WO 92/12246) . Apres hybridation avec la 
sonde radiomarquee, les filtres sont laves et exposes pen- 
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dant plusieurs jours sur film d ' autoradiographic { KODAK X- 
OMAT AR) , on observe un fragment d'environ 2,0 kilobases, 
aussi bien dans la fraction d'ARN totaux que dans la frac- 
tion des ARN messagers purifies. Ceci confirme que le gene 
5 correspondant au recepteur [53-adrenergique est exprime 
dans le tissu adipeux brun de veau et que l'on peut 
construire la banque d'ADNc a partir de ces ARN messagers 
poly A+ purifies. 

Pour verifier que la source d'ARN est bien du 

10 tissu adipeux brun, le Northern blot obtenu ci-dessus a 
ete hybride avec une sonde radiomarquee correspondant au 
gene de la proteine decouplante humaine (hUCP) . Cette pro- 
teine est seulement presente dans ce type de tissu adi- 
peux, et peut etre consideree comme une sorte de 

15 "marqueur" du tissu adipeux brun, Avec cette sonde, un 
signal fortement positif est decele. 

- Svnthese d'ADNc : 

On synthetise ensuite I'ADNc correspondant, en 
prenant comme matrice les ARN messagers poly A+ purifies, 

2 0 et comme amorce pour la synthese du premier brin un primer 
oligo(dT)]_q provenant du kit "RiboClone cDNA synthesis 
system" (Promega ref . C 2100). La synthese du premier brin 
d'ADNc se fait en presence d'AMV reverse transcriptase, et 
la synthese du deuxieme brin est realisee a 1 ' aide de deux 

25 enzymes agissant simul tenement (£• coli polymerase I et E. 
coli RNase K) . Ensuite I'ADNc double brin est' traite par 
la T4 DNA polymerase, afin d'obtenir des bouts francs. Le 
kit Promega C 2100 est utilise pour 1' ensemble de ces 
reactions . 

30 Ensuite, des adaptateurs comportant des sites 
EcoRI sont ajoutes, afin de pouvoir inserer I'ADNc obtenu 
dans le bacteriophage Xgtll, dans les conditions sui- 
vantes, decrites dans le kit EcoR I Adaptor Ligation Sys- 
tem I (Promega, ref.: C 1900) : 

35 I'ADNc est centrifuge a travers une matrice 

Sephacryl® S-400 (kit) pour eliminer les molecules de pe- 
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tite taille ; puis les adaptateurs sont ajoutes a l'ADNc 
par ligature, en presence de T4 ADN ligase, pendant une 
nuit ,et une deuxieme ceritrif ligation est ef f ectuee a tra- 
vers une colonne Sephacryl® S-400, de maniere a eliminer 
5 les adaptateurs non fixes. 

Avant d'inserer l'ADNc ainsi traite dans le 
vecteur Xgtll, on phosphoryle les adaptateurs, en presence 
de T4 polynucleotide kinase. 

- insertion de l'ADNc dans le bacteriophage 

10 Xcrtll : 

Le bacteriophage Xgtll, utilise comme vecteur, 
provient du kit "Protoclone Lambda gtll System" (Promega 
ref. T 301/0-2). L 1 ADN du phage est digere par EcoRI et 
dephosphoryle . La dephosphorylation empeche le vecteur de 

15 se refermer sur lui-meme. 

On effectue plusieurs ligations avec des quan- 
tites variables de l'ADNc obtenu, avec 0,5 p.g d'ADN de 
vecteur, dans les conditions suivantes, pour chaque liga- 
tion : pendant 3 heures a temperature ambiante, en pre- 

20 sence de T4 ADN ligase (kit Promega C1900). 

On procede ensuite a une encapsidation in 
vitro, a l'aide des extraits " Packagene" presents dans le 
kit Promega T301/0-2. 

Apres une incubation a 22 *C, durant 2 heures, 

2 5 les particules de phages reconstitutes sont utilisees pour 
infecter des bacteries, notamment la souche Y1090(r-) 
(Genotype : A(lacU169), proA+, A(lon) , araD139, strA, 
supF, (trpC22 : :Tnl0) , (pMC9), hsd(r-, m+)), dans les 
conditions suivantes : on dilue tres fortement (1/1 000 ou 

30 1/10 000) les phages encapsides ; chaque dilution de 
phages est incubee avec des cellules Y1090(r-) a 37 *C, 
durant 30 minutes, et ensuite, ces bacteries infectees 
sont etalees sur un milieu nutritif (LB agar) contenu dans 
des boites de Petri. Les boites sont incubees une nuit a 

35 37 *C, et le lendemain, on observe des plages de lyse, 
chaque plage correspond a un phage recombinant. En comp- 
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tant les nombres de plages de lyse et en multipliant avec 
le facteur de dilution donne, le titre de la banque d'ADNc 
est determine et est d* environ 4 millions de phages recom- 
binants. Le bruit de fond du vecteur seul sans insert est 
5 de 3,5 I, ce qui est tout a fait acceptable. 

- rriblaae des phages recombinants : 

En se basant sur les resultats obtenus, envi- 
ron 200 000 phages ont ete etales sur boite de Petri 
(milieu LB agar) , af in de pouvoir les cribler avec une 
10 sonde radiomarquee , dans les conditions suivantes : 

souche bacterienne utilisee : LE . 392 
(Genotype : F-, hsdR 574 (r-, m+) , supE44, supF58, lacYl 
or A(laclZY) 6, galk2, galT22, metBl, trpR55, \-) . 

- sonde : fragment d'ADN de 2 900 paires de 
15 bases (gene p3 -adrenergique murin) , tel que precise ci- 

dessus pour le Northern Blot, radiomarque par Random pri- 
ming (Kit Boehringer ref. 1004 760), en incorporant 50 [iCi 
de dATP (a 32 P) et 50 jxCi de dCTP (a 32 P) (references 
Amersham : PB 10204 et PB 10205). 
20 Apres transfert de I'ADN des plages de lyse 

sur des membranes Hybond® N^r (Amersham ref. RPN 132B) , 
ces dernieres sont hybridees avec la sonde radiomarquee, 
puis lavees et exposees . une nuit sur film d ' autoradiogra- 
phie . 

2 5 17 signaux d 'hybridation ont ete observes, 

dont 11 se sont, par la suite, reveles etre des faux posi- 
tifs. Les 6 clones restant (1, 3, 5, 6, 8 et 9) ont ete 
purifies par quatre isolements successifs, suivis d'une 
hybridation avec la sonde p3 -adrenergique murine decrite 

30 ci-dessus. 

- Analyse des clones nositifs : 

Pour identifier lets) clone (s) contenant le 
gene (33 -adrenergique bovin en entier, c'est-a-dire I'ADNc 
corresponda nt a la region codante pour toute la proteine, 
35 2 met ho des ont ete utilisees : 1 ' amplification par PCR et 
la' coupure par une endonuclease de restriction, avec le 
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but de trouver parmi les clones positifs celui qui com- 
porte 1' insert le plus grand. 

1) L •amplification par PCR a ete faite sur 
lysat de phages (particules de phages encapsidees) a 
5 l'aide des deux amorces suivantes : 

1218 : amorce Xgtll (brin sens) de 24 mers, de 
f ormule : 5 ' d (GGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCG) 3 * , et 

1222 : amorce kgtll (brin anti-sens) de 24 
mers egalement, de f ormule : 5* 

10 d (TTGACACCAGACCAACTGGTAATG) 3 ' (New England Biolabs) . 



part et d' autre du site d' insertion de l'ADNc dans le 
phage, il a ete possible de connaitre ainsi la taille des 
fragments inseres dans les differents clones positifs. 



pare et coupe par 1 ' enzyme de restriction EcoRI, afin de 
verifier la taille des inserts ; 1 'hybridation avec la 
sonde (53-adrenergique murine a permis de deceler le clone 
comportant le plus grand insert positif. 



ete choisi pour une analyse plus poussee etant donnee 
qu'il comporte le plus grand insert d'ADNc recherche 
(3 kilobases) . 

Apres coupure du phage X par 1 1 enzyme de res- 
25 triction EcoR I, le fragment comportant l'ADNc a ete 
insere dans le bacteriophage M13 tg 131 afin de pouvoir 
sequencer le gene. 

BXEMPLE 2 : S6quen<?age du gkne P3-adr6nergique bovin. 

On a sequence le fragment d'ADN d' environ 3 kb 
30 delimite par les sites de 1 1 enzyme EcoR I. 

Ce fragment d'ADN a ete purifie a partir de 
l'ADN du clone 6 et sous-clone dans le site EcoR I du vec- 
teur M13tgl31. Les clones M13 ayant integres le fragment 
d'ADN dans les 2 orientations opposees (6.3 et 6.6) ont 
35 ete identifies et sequences. 



Etant donne que ces amorces s'hybrident de 



15 



2) L'ADN des 6 phages interessants a ete pre- 



20 



Issu de ces deux approches, le clone n" 6 a 
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Pour effectuer les reactions de sequengage, le 
kit USB Sequenase Version 2.0 (United States Biochemical 
ref.: 70770) a ete utilise. 

La sequence a ete realisee en utilisant des 
5 amorces specifiques, qui s'hybrident sur le brin sens 
(clone M13-6.6) ou sur le brin anti-sens (clone M13-6.3), 
conf ormement a la methode de Sanger (MANIATIS et al . , 
Molecular Cloning, 2eme edition, pages 13.3-13.10). 

Les resultats obtenus, a partir de la sequence 
10 du fragment EcoR I de 3 kilobases, montrent la sequence 
nucleotidique du RA(33 bovin (1215 pb) et des regions non 
codantes (106 pb en 5 ' et 638 pb en 3') (formule I). Les 
sites de restriction contenus dans le fragment de 2 000 pb 
sont positionnes sur la figure la (bov 6.6 court (pA) ) . 
15 La figure lb montre les sites de restriction 

uniques contenus dans le fragment de 3 kb qui a ete se- 
quence. 

La comparaison des regions codantes des genes 
(33 humain et bovin (figure 3), indique une forte homologie 

20 (85 % au niveau des sequences nucleotidiques entre RA 
bovin et humain) ; la comparaison des regions codants des 
genes 03 bovin et murin montre egalement une forte homo- 
logie (76 % au niveau des sequences nucleotidiques entre 
RA bovin et RA murin) . 

25 Le gene (33 bovin code pour le peptide de 

405 aminoacides, qui presente une tres grande homologie 
avec le peptide 03 humain ou le peptide (33 murin (figure 
2), comme indique plus haut . 

EXEMPLE 3 : Construction d'un vecteur pour 1 'expression du 
3 0 RA-(33 bovin. 

La carte de restriction du fragment de 2 kb 
qui a ete sequence (figure la) indique la presence d'un 
site de coupure par 1 ' enzyme Srf I a la position 1598, 
soit 270 nucleotides en aval de la region codante du gene 
35 (33 de boeuf . L'ADN du clone M13-6.6 a ete digere avec les 
enzymes EcoR I et Srf I pour liberer le fragment de 
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1598 paires de bases contenant la region codante du gene 
P3 bovin et une partie de la region 3* non traduite. Ce 
fragment d'ADN a ete purifie, puis insere dans le vecteur 
d* expression pRc/CMV, aux sites de coupure Hind III et 
5 Xba I (figure 5) . 

Comme les extremites generees par les enzymes 
Hind III et Xba I d'une part et EcoR I et Srf I d' autre 
part, ne sont pas compatibles, on a pris soin de traiter 
les extremites EcoR I et Srf I de 1 ' insert d'une part avec 

10 le fragment Klenow de la polymerase I, et les extremites 
Hind III et Xba I du vecteur d' autre part, avec le frag- 
ment Klenow de la polymerase I, de fagon a obtenir des 
bouts francs (MANIATIS et al . , Molecular Cloning, 2eme 
edition, pages 5.40-5.42). 

15 On a ainsi obtenu le plasmide recombinant 

pRc/CMV-Bo(33-ADR, represents sur la figure 4. 
EXEMPLE 4 : Proprietes pharmacologiques du produit 
d' expression du gene (33 bovin. 

a) Transfection de cellules CHO-K1 

2 0 Pour mieux caracteriser le recepteur adrener- 

gique £3 bovin, on exprime le gene p3 bovin a la surface 
de cellules eucaryotes, qui possedent tous les elements 
necessaires a la transduction du signal. 

Le plasmide recombinant pRc/CMV de l'exemple 3 
25 a ete transfecte dans des cellules CHO-K1 par une methode 
de transfection a la lypofectine ; les cellules transfec- 
tees sont selectionnees avec de la geneticine (G418) 
(derive de la neomycine) . 

De maniere plus precise, ladite methode de 
30 transfection est realisee comme suit : 

Les cellules CHO-K1 (ATCC CCL 61) sont culti- 
vees a confluence dans un milieu de culture contenant : du 
milieu DMEM a 45 %, du milieu F12-Ham a 45 %, du serum de 
veau foetal inactive a la chaleur a 10 %, de la glutamine 

3 5 2 mM, de la penicilline 100 U/ml et de la streptomycine 

100 jig/ml. 
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1 fig d'ADN du plasmide pRc/CMV p3 bovin est 
melange avec 5 [il de lipofectine (GIBCO) et 1 000 \il du 
milieu de culture precite, depourvu de serum. 

On ajoute ce melange a des cellules en cul- 
5 ture, que l'on laisse incuber a 37 *C, pendant 5 heures . 

Le milieu est remplace avec un milieu de cul- 
ture precite, contenant du serum et les cellules sont a 
nouveau incubees a 37 "C, pendant 48 heures. Les cellules 
sont alors reparties dans 96 puits selon des dilutions 
10 variables et incubees en presence de geneticine (G418, 
Gibco) a 400 |ig/ml, dans un milieu complet, pendant envi- 
ron 10 jours, le milieu etant change tous les deux jours. 

Les differentes colonies obtenues sont ensuite 
sous-cionees , d'abord dans 48 puits, puis dans 6 puits, 
15 avant le criblage. 

Les colonies stables sont criblees pour leur 
capacite a lier de maniere specifique 

I ■ [125 j j -cyanopindolol et egalement pour leur capacite a 
stimuler 1' adenylate cyclase, en presence d ' isoproterenol , 
20 conformement au protocoie decrit dans TATE et al . , Eur. J. 
Biochem., 1991, 357-361. 

Les cellules transf ectees et exprimant de 
fagon stable le RA(J3 , lient le [ ^25t j -cyanopindolol , avec 
une affinite equivalente a celle des RA(33 correspondants 

2 5 chez 1' Homme ou chez la Souris, egalement obtenus par 

clonage . 

On a selectionne, a partir des clones stables, 
un ensemble de sous-clones ; l'un d'entre eux, denomme 62- 
26, a ete utilise pour 1' evaluation pharmacologique du 

3 0 RA(33 bovin. 

b) Caracterist iques pharmacologiques du recep- 
teur RAp3 bovin 

La caracterisat ion pharmacologique du recep- 
teur RA(i3 bovin a ete r ealisee en utilisant le clone 
35 stable 62-26. Les proprietes pharmacologiques de 10 
ligands (53-adrenergiques ont ete determinees par des 
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etudes de stimulation de 1' adenylate cyclase et de liaison 
du [ 125 I] -cyanopindolol. 

Les experiences d' activation de 1' adenylate 
cyclase ont ete realisees suivant le protocole detaille 
5 dans BLIN et al . , Mol . Pharmacol., 1991, Mr 1094-1104. 

Brievement, les cellules preconf luentes en 
plaques six puits (0,6 x 10 6 cellules/puits) sont mises en 
presence, ou non, de doses croissantes de ligands pendant 
3 0 minutes a 37 *c. La reaction est arretee par lavage en 

10 PBS a 4 # C et addition de 500 \il de NaOH IN. Apres centri- 
fugation et neutralisation avec de l'acide acetique IN, 
les lysats cellulaires sont recuperes et la quantite 
totale d'AMPc accumule est determinee a l'aide d'un kit de 
dosage commercial. 

15 l ' etude de la liaison des ligands en competi- 

tion a ete realisee sur cellules intactes suivant le pro- 
tocole detaille dans BLIN et al., Mol. Pharmacol., 1991, 
44 , 1094-1104. Brievement, 10 5 cellules sont incubees avec 
0,5 nM d' [ 125 I] -cyanopindolol en presence ou en absence de 

2 0 concentrations croissantes de competiteurs, pendant 

30 minutes a 37 *C. La reaction est stoppee par dilution 
avec du PBS glace, les cellules sont filtrees et la radio- 
activite est mesuree dans un compteur gamma. Les resultats 
ont ete analyses en utilisant le logiciel Graph-Pad®. 
25 Parmi les ligands testes, quatre sont decrits 

comme agonist es des recepteurs |5l, p2, p3-RA : 
( - ) isoproterenol , ( - ) epinephrine , ( - ) norepinephrine , BRL 
37344 ; trois sont decrits comme specifiques du recepteur 
RAP3 (P1-, p2-RA antagonistes) : CGP12177A, ICI201651, 

3 0 bucindolol. Le bupranolol a ete egalement teste car decrit 

comme antagoniste des trois sous types de recepteur (BLIN 
et al., Br. J . Pharmacol., 1994, sous presse) . Enfin, on a 
teste le (-) propranolol decrit comme agoniste partiel du 
recepteur RAp3 humain et antagoniste du recepteur RAp3 de 
35 souris ( NAHMI AS et al . , EMBO J., 1991, UL 3721-3727). 
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Les valeurs des constantes d' activation de 



1' adenylate cyclase (Kact), des constantes d' inhibition 
(Ki) et de l'activite intrinseque (AI) correspondant au 
rapport effet du ligand a 10" 4 M/effet de 1 ' isoproterenol 
5 a 10~ 4 M, obtenus pour les differents ligands sont 
presentes dans le Tableau ci-apres. Les quatres ligands 
agonistes des trois sous types de recepteurs (pi, p2, P3- 
RA) ont des valeurs de Kact et de Ki voisines de celles 
obtenues pour le recepteur RAP3 humain (BLIN et al . , Br. 
10 J. Pharmacol., 1994, sous presse) , de souris (NAHMIAS et 
.al., EMBO J., 1991, I£, 3721-3727), et de rat (GRANNEMAN 
et al., J. Pharmacol. Exp. Therap., 1991, M, 895-899 ; 
MUZZIN et al., J. Biol. Chem. , 1991, 2££, 24053-24058). 



15 tous une valeur de Kact plus faible pour le recepteur RAP3 
bovin comparee aux recepteurs RAP3 humain, de souris, et 
done une meilleure efficacite a stimuler 1' adenylate 
cyclase. Le (-) propranolol est agoniste partiel sur RAP3 
bovin comme pour le recepteur RAP3 humain. Par contre, le 

20 bupranolol, qui est decrit comme un antagoniste puissant 
pour les recepteurs RAP3 humain et murin, est agoniste 
partiel sur le recepteur RAP3 bovin. 



Les ligands specifiques du recepteur RAP3 ont 
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Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
1* invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
mise en- oeuvre, de realisation et d ' application qui vien- 
nent d'etre decrits de fagon plus explicite ; elle en em- 
5 brasse au contraire toutes les variantes qui peuvent venir 
a 1' esprit du techmcien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee de la present e invention. 



WO 94/24162 




PCT/FR94/00447 



LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSAWT: 

(A) NOM: VET I GEN 

(B) RUE: 66 rue de Javel 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75015 

(A) NOM: VIRBAC 

(B) RUE: lere Avenue - 2065 M - L.I.D. 

(C) VILLE: CARROS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 06516 

(ii) TITRE DE L* INVENTION : SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES CODANT POUR LE 
RECEPTEUR BET A3 -ADRENERGIQUE BOVIN ET LEURS APPLICATIONS. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES : 2 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

<C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release 81.0, Version #1.25 (OEB) 

(vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE DEPOT : FR 93 04670 

(B) DATE DE DEPOT: 21-APR-1993 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2000 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(ix) CARACTER I ST I QUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/ CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 107.. 1324 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS : /functions °Bovin beta-3 receptor 0 
/products "Adrenergic, Beta Receptor" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

CCCAGGCCAG GGAAATCGCT CCCACGCCCC GATGCCCCCG CCGCTGAGCA GGGTGAGCTG 60 

GGAGACCCTT TCCCTCATTC CTTCCCGCCC CACGCGCGAC GCGGGG ATG GCT CCG 115 

Met Ala Pro 
1 

TGG CCT CCT GGG AAC AGC TCT CTG ACC CCG TGG CCA GAT ATC CCC ACC 163 
Trp Pro Pro Gly Asn Ser Ser Leu Thr Pro Trp Pro Asp lie Pro Thr 
5 10 15 

CTG GCA CCC AAT ACT GCC AAC GCG AGT GGG CTG CCA GGG GTG CCC TGG 211 
Leu Ala Pro Asn Thr Ala Asn Ala Ser Gly Leu Pro Gly Val Pro Trp 
20 25 30 35 

GCG GTG GCG CTG GCG GGG GCG CTG TTG GCG CTA GCG GTG CTG GCC ACC 259 
Ala Val Ala Leu Ala Gly Ala Leu Leu Ala Leu Ala Val Leu Ala Thr 



o o 
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40 45 50 

GTG GGA GGC AAC CTG CTG GTA ATC GTG GCC ATC GCC CGG ACG CCG AGA 3 07 

Val Gly Gly Asn Leu Leu Val lie Val Ala He Ala Arg Thr Pro Arg 
55 60 65 

CTC CAG ACC ATG ACC AAC GTG TTC GTG ACT TCG CTG GCC ACA GCC GAC 355 
Leu Gin Thr Met Thr Asn Val Phe Val Thr Ser Leu Ala Thr Ala Asp 
70 75 80 

CTG GTG GTG GGG CTC CTG GTC GTG CCC CCG GGG GCC ACG TTG GCG CTG 403 
Leu Val Val Gly Leu Leu Val Val Pro Pro Gly Ala Thr Leu Ala Leu 
85 90 95 

ACC GGC CAC TGG CCC CTG GGC GTC ACC GGT TGC GAG CTG TGG ACC TCA 451 
Thr Gly His Trp Pro Leu Gly Val Thr Glv Cys Glu Leu Trp Thr Ser 
100 105 HO 115 

GTG GAC GTG CTG TGT GTG ACC GCC AGC ATC GAA ACC CTG TGC GCC CTG 499 
Val Asp Val Leu Cys Val Thr Ala Ser He Glu Thr Leu Cys Ala Leu 
120 125 130 

GCG GTG GAC CGC TAC CTG GCC GTG ACC AAC CCG CTG CGC TAC GGC GCG 547 
Ala Val Asp Arg Tvr Leu Ala Val Thr Asn Pro Leu Arg Tyr Gly Ala 
135 140 145 

CTG GTC ACC AAA CGC CGC GCC CTA GCA GCC GTG GTC CTG GTG TGG GTG 595 
Leu Val Thr Lys Arg Arg Ala Leu Ala Ala Val Val Leu Val Trp Val 
150 155 160 

GTG TCC GCC GCG GTG TCG TTT GCG CCC ATC ATG AGC AAA TGG TGG CGC 643 
Val Ser Ala Ala Val Ser Phe Ala Pro He Met Ser Lvs TrD Trp Arg 
165 170 175 

ATC GGG GCC GAT GCC GAG GCG CAG CGT TGC CAC TCC AAC CCG CGC TGC 691 
He Gly Ala Asp Ala Glu Ala Gin Ara Cvs His Ser Asn Pro Arg Cys 
180 135 190 195 

TGC ACC TTC GCC TCC AAC ATG CCC TAC GCG CTG CTC TCC TCC TCG GTC 73 9 

Cys Thr Phe Ala Ser Asn Met Pro Tvr Ala Leu Leu Ser Ser Ser Val 
200 205 210 

TCG TTC TAT CTT CCG CTC CTG GTG ATG CTC TTC GTC TAC GCA CGA GTT 787 
Ser Phe Tyr Leu Pro Leu Leu Val Met Leu Phe Val Tyr Ala Arg Val 
215 220 225 

TTC GTG GTG GCC ACG CGC CAG CTC CGC TTG CTG CGC CGG GAG CTG ' GGT ' 835 
Phe Val Val Ala Thr Arg Gin Leu Arg Leu Leu Arg Arg Glu Leu Gly 
230 235 240 

CGC TTC CCG CCA GAG GAG TCT CCG CCG GCT CCT TCT CGC TCC GGA TCC 883 
Arg Phe Pro Pro Glu Glu Ser Pro Pro Ala Pro Ser Arg Ser Gly Ser 
245 250 255 

CCT GGC CTG GCG GGG CCG TGC GCC TCG CCC GCG GGG GTG CCC TCC TAC 931 
Pro Gly Leu Ala Gly Pro Cys Ala Ser Pro Ala Gly Val Pro Ser Tyr 
260 265 270 275 

GGC CGG CGG CCG GCG CGC CTT CTG CCT CTG CGG GAA CAC CGC GCC CTG 979 
Gly Arg Arg Pro Ala Arg Leu Leu Pro Leu Arg Glu His Arg Ala Leu 
280 285 290 

CGC ACC TTG GGG CTC ATC ATG GGA ACC TTC. ACT CTC TGC TGG TTG CCT 1027 
Arg Thr Leu Gly Leu He Met Glv Thr Phe Thr Leu Cys Trp Leu Pro 
295 300 305 

TTC TTT GTG GTC AAC GTG GTG CGC GCC CTC GGG GGC CCC TCT CTG GTG 1075 
Phe Phe Val Val Asn Val Val Arg Ala Leu Gly Gly Pro Ser Leu Val 
310 315 320 
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TCC GGC CCC ACT TTC CTC 
Ser Gly Pro Thr Phe Leu 
325 

GCC TTC AAC CCG CTC ATC 
Ala Phe Asn Pro Leu lie 
340 345 

TTC CGC CGC CTG CTG TGT 
Phe Arg Arg Leu Leu Cys 
360 

GCC TCC CCG CCC CGA GCC 
Ala Ser Pro Pro Arg Ala 
375 

CCC GCT GGC CCC ATG CAG 
Pro Ala Gly Pro Met Gin 
390 



CTT TCT TAGGCCTTGA AGAAACAACT CCATTGATCC GGAACCTTTG GAAAGCCTCT 
Leu Ser 
405 



GGCCGGCCTC 


GGTTCAGAAT 


GAGCCCCGTG 


GAGTTTCCCA 


GCTGGAAAAC 


TCTGCCCTCC 


1431 


CCAGCCTGAC 


GACTGGGTCC 


TGGGAGGAGG 


CGCGGGGGCT 


GACTGGGGAG 


GGGAAATCCT 


1491 


TACCAAGTGG 


GTTTTCGCTC 


TCTTTCTGAG 


AGAAGTTTTC 


TACACCCCAG 


CCCTGAACTT 


1551 


CACCGCTGCC 


TCAGCAGCTC 


CCGCGTCTGG 


TTTCCCATGC 


CCAGGTGCCC 


GGGCAGGAGC 


1611 


TGGGCTGCGT 


TTAGCCCCGG 


GACCCGCACC 


TGTCCCACTC 


GGGTGCTGTG 


TGCGCAGGGG 


1671 


CAAGGCGGGC 


ACCTTCATTC 


TGTTCCTTCT 


GCCGCCCAGA 


CCCTGAGGAA 


CCCACCGGGG 


1731 


TGCTGGAGGC 


CCAGGCTGAG 


AAGAGGAAGG 


TGGGGAAGGT 


CACGGTTTGG 


GCTTCTGTCC 


1791 


CTGGCTTCCT 


CACTGTAGAC 


ACACCTACCT 


CACAGCATTT 


TCAGGACTTT 


ACTTTAGCCT 


1851 


TTGGGGTGGG 


GGTGGGGGGG 


CGCTCCTGGT 


TTCCTGGGAA 


GGTGAACCAT 


TAGAATGGGT 


1911 


CCCTTTTCCT 


TTTGAAATCA 


AATTAATAAA 


TGTTACTGAA 


TGCAGTTTAA 


AAAAAAAAAA 


1971 


AAAAAAAAAA 


AAAAAAAAAA 


AAAAAAAAA 








2000 



GCC CTT AAC TGG CTG GGC TAT GCC AAC TCT 1123 
Ala Leu Asn Trp Leu Gly Tyr Ala Asn Ser 
330 335 

TAC TGC CGC AGC CCG GAC TTT CGG AGC GCC 1171 
Tyr Cys Arg Ser Pro Asp Phe Arg Ser Ala 
350 355 

CGC TGC CGG CCG GAG GAG CAC CTC GCC GCT 1219 
Arq Cvs Arg Pro Glu Glu His Leu Ala Ala 
365 370 

CCC TCC GGC GCC CCC ACG GCC CTG ACC AGC 1267 
Pro Ser Gly Ala Pro Thr Ala Leu Thr Ser 
380 . 385 

CCC CCA GAG CTC GAC GGG GCT TCC TGC GGA 1315 
Pro Pro Glu Leu Asp Gly Ala Ser Cys Gly 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) C ARACTER I ST I QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 405 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Ala Pro Trp Pro Pro Gly Asn Ser Ser Leu Thr Pro Trp Pro Asp 
1 5 10 15 

He Pro Thr Leu Ala Pro Asn Thr Ala Asn Ala Ser Gly Leu Pro Gly 
20 25 30 

Val Pro Trp Ala Val Ala Leu Ala Gly Ala Leu Leu Ala Leu Ala Val 
35 40 45 

Leu Ala Thr Val Gly Gly Asn Leu Leu Val He Val Ala He Ala Arg 
50 55 60 
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Thr Pro Arg Leu Gin Thr Met Thr Asn Val Phe Val Thr Ser Leu Ala 

65 70 75 80 

Thr Ala Asp Leu Val Val Gly Leu Leu Val Val Pro Pro Gly Ala Thr 
85 90 95 

Leu Ala Leu Thr Gly His Trp Pro Leu Gly Val Thr Gly Cys Glu Leu 
100 105 HO 

Trp Thr Ser Val Asp Val Leu Cys Val Thr Ala Ser lie Glu Thr Leu 
115 120 125 

Cys Ala Leu Ala Val Asp Arg Tyr Leu Ala Val Thr Asn Pro Leu Arg 
130 135 140 

Tyr Gly Ala Leu Val Thr Lys Arg Arg Ala Leu Ala Ala Val Val Leu 
145 150 155 160 

Val Trp Val Val Ser Ala Ala Val Ser Phe Ala Pro He Met Ser Lys 
165 170 175 

Trp Trp Ara He Gly Ala Asd Ala Glu Ala Gin Arg Cys His Ser Asn 
" 180 * 185 190 

Pro Arg Cvs Cvs Thr Phe Ala Ser Asn Met Pro Tyr Ala Leu Leu Ser 
195 " 200 205 

Ser Ser Val Ser Phe Tyr Leu Pro Leu Leu val Met Leu Phe Val Tyr 
210 " 215 220 

Ala Arq Val Phe Val Val Ala Thr Arg Gin Leu Arg Leu Leu Arg Arg 
2*25 230 235 240 

Glu Leu Gly Arg Phe Pro Pro Glu Glu Ser Pro Pro Ala Pro Ser Arg 
245 250 255 

Ser Glv Ser Pro Glv Leu Ala Civ Fro Cys Ala Ser Pro Ala Gly Val 
260 " " 265 270 

Pro Ser Tvr Gly Ara Ara Pro Ala Ara Leu Leu Pro Leu Arg Glu His 

275 * " " 280 285 

irg Ala Leu *rg Thr Leu Glv Leu He Met Gly Thr Phe Thr Leu Cys 
290 295 300 

Trp Leu Pro Phe Phe Val Val Asn Val Val Arg Ala Leu Gly Gly Pro 
305 310 315 320 

c er Leu Val Ser Gly Fro Thr Phe Leu Ala Leu Asn Trp Leu Gly Tyr 
325 330 335 

a la Asn Ser Ala Phe Asn Pro Leu He Tvr Cys Arg Ser Pro Asp Phe 
340 345 350 

Arg Ser Ala Phe Arg Arg Leu Leu Cvs Arg Cys Arg Pro Glu Glu His 
355 360 365 

Leu Ala Ala Ala Ser Pro Pro Arc Ala Pro Ser Gly Ala Pro Thr Ala 
370 375 380 

Leu Thr Ser Pro Ala Glv Pro Met Gin Pro Pro Glu Leu Asp Gly Ala 
385 390 395 400 

Ser Cys Gly Leu Ser 
405 
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REVINDICATIONS 
1") Sequence nucleotidique, caracterisee en ce 
qu'elle correspond a I'ADNc du gene bovin codant pour le 
recepteur adrenergique 03 bovin. 
5 2*) Sequence nucleotidique selon la revendica- 

tion 1, caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence en 
nucleotides et la sequence deduite en aminoacides SEQ ID 
rT 1. 

3*) Sequence selon la revendication 2, carac- 
10 terisee en ce qu'elle comprend notamment les sites de res- 
triction uniques suivants : 

Bpull02 I, Fok I, EcoR V, Beg I, Nhe I, 
BspM I, Afl III, Age I, BstE II, BspH I, Bsg I, Nsp I, 
Nsp7524 I, NspC I, Sap I, BamH I, BstY I, Asc I, Sty I, 
15 Hinc II, Apa I, Bspl20 I, Bbe I, Ehe I, Kas I, Nar I, 
Ecll36 I, Sac I, Stu I, Fse I, Drd I, Tthlll I, Srf I, 
Bsu36 I, Sfc I, BstX I, Ase I, Bsm I, Dra I. 

4') Fragment de la sequence selon 1 ' une quel- 
conque des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il 
20 est constitue d'un segment de 78 paires de bases, qui 
correspond aux nucleotides 218-295 de la sequence ID n" 1, 
lequel fragment code pour la region transmembranaire TM1 . 

5*) Fragment de la sequence selon l'une quel- 
conque des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il 

2 5 est constitue d'un segment de 72 paires de bases, qui 

correspond aux nucleotides 332-403 de la sequence ID n* 1, 
lequel fragment code pour la region transmembranaire TM2 . 

6") Fragment de la sequence selon l'une quel- 
conque des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il 

3 0 est constitue d'un segment de 66 paires de bases, qui 

correspond aux nucleotides 434-499 de la sequence ID n" 1, 
lequel fragment code pour la region transmembranaire TM3 . 

7') Fragment de la sequence selon l'une quel- 
conque des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il 



35 est. constitue d'un segment de 69 paires de bases, qui 
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correspond aux nucleotides 572-640 de la sequence ID n* 1, 
leguel fragment code pour la region transmembranaire TM4. 

8 a ) Fragment de la sequence selon l'une quel- 
conque des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il 
5 est constitue d'un segment de 72 paires de bases, qui 
correspond aux nucleotides 713-784 de la sequence ID n* 1, 
lequel fragment code pour la region transmembranaire TM5 . 

9*) Fragment de la sequence selon l'une quel- 
conque des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il 
10 est constitue d'un segment de 66 paires de bases, qui 
correspond aux nucleotides 983-1048 de- la sequence ID 
n' 1, lequel fragment code pour la region transmembranaire 
TM6. 

10*) Fragment de la sequence selon l'une quel- 
15 conque des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il 
est constitue d'un segment de 78 paires de bases, qui 
correspond aux nucleotides 1070-1147 de la sequence ID 
n* 1, lequel fragment code pour la region transmembranaire 
TM7 . 

20 11') Clones d 1 ADNc , caracterises en ce qu'ils 

comprennent un fragment de sequence codant pour le recep- 
teur (53 bovin (RA-Bo($3), selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 a 10. 

12') Clone selon la revendication 11, caracte- 

25 rise en ce qu'il comprend 2979 paires de bases, inclut la 
sequence ID n* 1 selon la revendication 2 et comprend les 
sites de restriction uniques suivants : EcoR V, Beg I, 
Nhe I, BstE II, BspH I, Bsg I, Sap I, BamH I, Asc I, 
Stu I, Fse I, Drd I, Srf I, Sfc I, Ase I, Bsm I, Dra I, 

30 Bspl407 I, Csp6 I, Rsa I, Ssp I, Dra III, Bgl II, Afl II, 
Spe I, Tfi I, Hpa I, Nde I, EcoN I, BsaB I, Pvu I. 

13") Sondes nucleotidiques, caracterisees en 
ce qu'elles sont constitutes par une sequence nucleoti- 
dique selon l'une quelconque des revendications 1 a 10 ou 

35 un fragment de celles-ci, marquees a l'aide d'un marqueur 
tel qu'un isotope radioactif, une enzyme appropriee bu un 
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f luorochrome et en ce qu'elles s'hybrident avec les se- 
quences nucleotidiques selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 a 10 mais ne s'hybrident pas avec les genes 
codant pour les recepteurs pi et f}2 adrenergiques, ni avec 
5 l'ARN messager desdits recepteurs (3l et 02 adrenergiques. 

14') Sonde selon la revendication 13, 
caracterisee en ce que sa sequence est homologue ou com- 
plementaire de celle d'un segment d'au moins 10 pb de la 
sequence ID n * 1 . 
10 15') Peptide et/ou un fragment de peptide, ca- 

racterise en ce qu'il est code par une sequence nucleo- 
tidique selon l'une quelconque des revendications 1 a 10 
et en ce qu'il presente une activite de recepteur [53- 
adrenergique . 

15 16') Peptide selon la revendication 15, 

caracterise en ce qu'il comprend 405 amino-acides et pre- 
sente la sequence en amino-acides SEQ ID n' 2. 

17*) Fragment de peptide selon la revendica- 
tion 16, caracterise en ce qu'il comprend un fragment de 

20 26 amino-acides, correspondant au segment 38-63 de la 
sequence ID n' 2 et constituant la region transmembra- 
naire TM1 . 

18') Fragment de peptide selon la revendica- 
tion 16, caracterise en ce qu'il comprend un fragment de 
2 5 24 amino-acides, correspondant au segment 7 6-99 de la 
sequence ID n' 2 et constituant la region transmembranaire 
TM2 . 

19*) Fragment de peptide selon la revendica- 
tion 16, caracterise en ce qu'il comprend un fragment de 
30 22 amino-acides, correspondant au segment 110-131 de la 
sequence ID n* 2 et constituant la region transmembranaire 
TM3 . 

20*) Fragment de peptide selon la revendica- 
tion 16, caracterise en ce qu'il comprend un fragment de 
35 23 amino-acides, correspondant au segment 156-178 de la 
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sequence ID n* 2 et constituant la region transmembranaire 
TM4 . 

21*) Fragment de peptide selon la revendica- 
tion 16, caracterise en ce qu'il comprend un fragment de 
5 24 amino-acides, correspondant au segment 203-226 de la 
sequence ID n" 2 et constituant la region transmembranaire 
TM5. 

22 # ) Fragment de peptide selon la revendica- 
tion 16, caracterise en ce qu'il comprend un fragment de 
10 22 amino-acides, correspondant au segment 293-314 de la 
sequence ID n* 2 et constituant la region transmembranaire 
TM6 . 

23*) Fragment de peptide selon la revendica- 
tion 16, caracterise en ce qu'il comprend un fragment de 
15 2 6 amino-acides, correspondant au segment 322-347 de la 
sequence ID n' 2 et constituant la region transmembranaire 
TM7 . 

24') Vecteur recombinant de clonage et/ou 
d ' expression, caracterise en ce qu'il comprend une se- 

2 0 quence nucleotidique selon I'une quelconque des revendi- 

cations 1 a 12. 

25*) Vecteur selon la revendication 24, carac- 
terise en ce qu'il est constitue par un vecteur recombi- 
nant approprie, comprenant en particulier une origine de 
25 replication dans un microorganisme h6te approprie, notam- 
ment une bacterie ou une cellule eucaryote, au moinfe un 
gene dont 1' expression permec la selection soit des bac- 
teries, soit des cellules eucaryotes ayant regues ledit 
vecteur, une sequence regulatrice appropriee, notamment un 

3 0 promoteur permettant 1* expression des genes dans lesdites 

bacteries ou cellules eucaryotes, et dans lequel est inse- 
ree une sequence nucleotidique ou un fragment de sequence 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 12, lequel 
vecteur est un vecteur d' expression d'un peptide, d'un 
3 5 fragment de peptide ou d'une combinaison de fragments de 
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35 

peptide ayant une activite de recepteur (33 adrenergique 
bovin . 

26*) Vecteur selon la revendication 25, carac- 
terise en ce qu'il est constitue d'un vecteur d* expression 
5 pRc/CMV dans lequel est insere, au niveau du lieur multi- 
site, au moins le fragment codant pour le recepteur (33- 
adrenergique bovin, et en ce qu'il a ete depose aupres de 
la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes 
(CNCM) tenue par 1 ' INSTITUT PASTEUR, en date du 15 avril 

10 1993 sous le n' 1-1297. 

21') Cellule hote appropriee, obtenue par 
transformation genetique, caracterisee en ce qu'elle est 
transformee par un vecteur d' expression selon l'une quel- 
conque des revendxcations 24 a 26, 

15 28") Cellule hote selon la revendication 27, 

caracterisee en ce qu'elle est constitute par les cellules 
de la lignee CHO (Chinese Hamster Ovary) . 

29* ) Cellule hote selon la revendication 27, 
caracterisee en ce qu'elle est constitute par une bacte- 

20 rie, notamment Escherichia coii. 

30*) Procede de selection et d ' identification 
de substances capables de se comporter comme ligand spe- 
cif ique vis-a-vis d'un peptide (recepteur p3 -adrenergique 
bovin) selon l'une quelconque des revendications 15 a 23, 

25 lequel procede comprend : 

- la mise en contact de ladite substance avec 
une cellule hote prealablement transformee par un vecteur 
d' expression selon l'une quelconque des revendications 24 
a 26, laquelle cellule hote exprime ledit peptide bovin 

3 0 (recepteur adrenergique (53 bovin), le cas echeant apres 
induction physique ou chimique appropriee, et laquelle 
mise en contact est realisee dans des conditions permet- 
tant la formation d'une liaison entre l'un au moins des 
sites specif iques et ladite substance s'il y a lieu, et 

35 - la detection de la formation eventuelle d'un 

complexe du type ligand-peptide . 
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